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RESUMEN 
Mediante el proceso de clorosis o bleaching Synechococcus sp. PCC 7942 
degrada los complejos antena del aparato fotosintético en respuesta a carencia 
prolongada de nitrógeno y otros factores de estrés. La activación del gen nblA, 
sometido a una compleja regulación, es esencial en este proceso, aunque la 
adaptación a estrés requiere la regulación de múltiples funciones, la mayoría 
desconocidas. El regulador de respuesta NblR activa fuertemente a nblA en 
condiciones de estrés. Además, la histidina quinasa NblS también ha sido 
implicada en la adaptación. En este trabajo demostramos que NblR es un 
regulador de respuesta atípico y que no forma parte de un sistema de dos 
componentes con NblS. NblR carece de residuos clave implicados en la 
fosforilación. La mutación Asp57Ala, en la posición correspondiente al sitio de 
fosforilación en reguladores canónicos, no afecta a la función de NblR.  
 
INTRODUCCIÓN 
Las cianobacterias son procariotas de vida libre con una alta capacidad 
de aclimatación en respuesta a cambios ambientales en su entorno. Ante 
situaciones de estrés, como la falta de nitrógeno o el exceso de luz, las 
cianobacterias degradan los componentes de su aparato fotosintético 
cambiando su típico color verde-azulado por amarillo (Schwarz and 
Forchhammer, 2005). 
En la cianobacteria Synechococcus sp. 7942 escrutinios en búsqueda de 
mutantes que no fueran capaces de realizar clorosis en condiciones de estrés 
(mutantes non bleaching) llevaron a la identificación de una proteína efectora, 
NblA, un regulador de respuesta (NblR), una histidina quinasa (NblS), y un 
factor anti-sigma (NblC).  
A pesar de la identificación de un regulador de respuesta y una histidina 
quinasa implicados en la regulación de nblA, hasta la fecha ningún dato apoya 
la teoría inicial de que ambas proteínas formen un sistema de dos 
componentes clásico: no se han detectado interacciones físicas entre ambas 
proteínas y, mientras NblR actúa como activador de la transcripción de nblA 
(Luque et al., 2001; Salinas et al., 2007; Schwarz and Grossman, 1998), NblS 
actuaría como represor dependiente de la presencia de la secuencia 
conservada HLR1 (Kappell et al., 2006). Hasta el momento, el mecanismo por 
el cual NblR influye en la trascripción de nblA a nivel molecular es desconocido. 
El hecho de que NblR se una al promotor de nblA con una afinidad muy baja y 
otros aspectos llamativos, entre ellos que no se haya identificado la secuencia 
a la cual se uniría este regulador, sugeriría que faltan proteínas por identificar 
en este sistema necesarias para que NblR pueda ejercer su función como 
activador.  
En este trabajo se aportan evidencias sobre el mecanismo molecular de 
activación de NblR y sobre otros posibles componentes de esta ruta de 
señales. 
  
MATERIALES Y MÉTODOS 
Condiciones de cultivo y análisis doble híbrido. 
Los  procedimientos de clonación, y el cultivo y transformación de 
levaduras se llevaron a cabo según técnicas estándar previamente descritas 
(Ausubel, 1999; Sambrook et al., 1989). Los escrutinios de genotecas doble 
híbrido de levaduras Sau3AI y Tsp509I de Synechococcus y el análisis 
posterior de los clones se realizó según lo descrito previamente (Burillo et al., 
2004). Los ensayos del doble híbrido de bacterias se realizaron según lo 
descrito en Espinosa et al., 2007. 
 
Construcción de la estirpe NblRD57A 
La mutación D57A se introdujo en el plásmido pUAGC235, que contenía 
la secuencia de nblR, utilizando mutagénesis QuickChange. En el plásmido 
resultante se clonó la cassette de resistencia a estreptomicina y la ORF aguas 
abajo de nblR. La introducción de esta construcción en el genoma de 
Synechococcus se realizó por recombinación homóloga. Los clones obtenidos 
fueron analizados por PCR y digestión enzimática para discriminar entre los 
que contenían el alelo nblR silvestre y el nblRD57A (ver figura 3). 
 
Determinación del contenido de pigmentos. 
Para estimar el contenido total de pigmentos se realizaron espectros de 
absorbancia (550-750nm) en células intactas. 1 ml de cultivos obtenidos en los 
tiempos y condiciones indicados en cada experimento se diluyeron a una 
DO750nm de 0.5 antes de analizarlos en un espectrofotómetro UV/Visible2100 
pro (GE Healthcare Life Science). 
 
Determinación de la actividad de luciferasa. 
1 ml de cultivos obtenidos en los tiempos y condiciones indicados para 
cada experimento se ajustaron a una DO750nm de 0.5 y se suplementaron con 
decanal hasta una concentración final de 0.25mM. La emisión de luz fue 
recogida en un luminómetro Berthold LB9509, siguiendo el protocolo 
previamente descrito (Espinosa et al., 2007). 
 
RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
Identificación de interacciones proteína-proteína mediadas por NblR 
Utilizamos escrutinios doble híbrido para identificar proteínas capaces de 
interaccionar con NblR. Sorprendentemente los escrutinios realizados en 
genotecas doble híbrido de Synechococcus (Burillo et al., 2004) utilizando NblR 
y NblR1-171 como cebos no identificaron ninguna histidina quinasa.  Las presas 
obtenidas en el escrutinio con NblR correspondían a diferentes fragmentos del 
gen narB  (que codifica para la enzima nitrato reductasa en Synechococcus), 
mientras que utilizando NblR1-171 como cebo se identificó un fragmento 
correspondiente al gen ndhH, que codifica para una subunidad del complejo 
NdH. Los fragmentos encontrados, así como los polipéptidos codificados en los 
mismos,  se resumen en la Figura 1. 
 
 
 
 
Figura 1. Esquema de los 
fragmentos identificados en 
los escrutinios doble híbrido. 
Los números indican los 
residuos contenidos en los 
polipéptidos codificados en cada 
fragmento. 
 
 
 
 
La interacción detectada entre NblR y la enzima clave para la asimilación 
de nitrato NarB nos parecía particularmente interesante, por lo que se procedió 
a la recomprobación y validación de la interacción, así como al mapeo de los 
determinantes involucrados en ella, empleando simultáneamente los sistemas 
del doble híbrido de levaduras y de bacterias.  Como se observa en la figura 2, 
los determinantes para la interacción con NarB se localizan en el dominio 
efector C-terminal de NblR, mientras que la región mínima requerida para la 
interacción con NblR implica a los residuos 154 a 255 de NarB, que se 
localizan en el dominio de unión catalítica oxido reductasa dependiente de 
molibdeno. 
Así pues, NblR es un regulador de la respuesta atípico, que no posee 
interacción con ninguna histidina quinasa pero que interacciona con dos 
proteínas cuya vinculación con NblR no podía anticiparse. Aunque 
desconocemos el significado fisiológico de estas interacciones, la identificación 
de NarB y NdhH supone un interesante punto de partida para explorar el 
mecanismo de regulación de NblR y la traducción de señales de estrés en 
Synechococcus. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Resumen de las 
interacciones detectadas en los 
ensayos del doble híbrido de 
levaduras (A) y de bacterias (B).  
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La activación de NblR es independiente de fosforilación 
NblR pertenece a la familia de reguladores de respuesta OmpR/PhoB. En un 
intento por dilucidar el mecanismo de acción de NblR y determinar si la 
fosforilación juega un papel en la función de NblR en condiciones de estrés se 
procedió a inactivar el Asp57 en Synechococcus, el aminoácido que en otros 
reguladores de respuesta se fosforila, siguiendo la estrategia mostrada en la 
figura 3.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. A) Estrategia para la introducción 
del alelo nblRD57A en Synechococcus.           
B) Digestión con PvuI del fragmento de PCR 
amplificado con los cebadores indicados en A.   
 
 
 
Se realizó una comparación de las estirpes WT-RCS3 y NblRD57A en 
condiciones en las que se requiere NblR, poniendo como control el mutante 
nulo para nblR.  Los resultados obtenidos indican claramente que este residuo 
no es necesario para la función de NblR pues el mutante se comporta igual que 
el silvestre en las situaciones estudiadas. Degrada los ficobilisomas e induce 
nblA igual que el silvestre, lo que contrasta con el mutante nulo para nblR. En 
consecuencia, la activación de NblR es independiente de la fosforilación de 
Asp57 (Fig. 4). 
 
Figura 4. Degradación de ficobilisomas (A y B) e inducción de nblA en respuesta al estrés (C) 
en diferentes cepas de Synechococcus. Código de color: NblRD57A (1), WT-RCS3 (2) y NblR- 
(3). 
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En base a estos datos funcionales y a las características estructurales de NblR 
y otros reguladores de respuesta atípicos, proponemos el término PIARR (de 
las siglas en inglés Phosphorilation-Independent Activation of Response 
Regulator) para NblR y proteínas de “sistemas de dos componentes” con 
dominios receptores no modulados por fosforilación (Ruiz et al, 2008). 
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